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“Quanto maior o desafio mais vocé é forcado a evoluir”

Autor desconhecido

“Ndo deseje nada mais facil, deseje ser melhor

Nao deseje menos desafios, deseje mais sabedoria

’

Ndo desejo menos problemas, deseje mais capacidade’
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RESUMO

O mercurio ¢ um metal liquido a temperatura ambiente e apresenta toxicidade em todas as suas
espécies encontradas na natureza. Esse elemento ¢ muito emitido por fontes antropogénicas,
como na mineragdo, e por fontes de emissdo naturais, como vulcdes. O metal forma ligagdes
covalentes (compartilhamento de elétrons) estdveis com adtomos de carbono existindo, assim,
uma grande variedade de organometalicos deste metal. Sendo esses compostos organicos de
mercurio os mais toxicos. O metal € encontrado em todos os ambientes da natureza: hidrosfera,
litosfera, atmosfera e biosfera. Além disso ¢ encontrado também em algumas espécies que
fazem parte da dieta humana, por ser um elemento toxico, o consumo de alimentos que contém
este metal deve ser controlado. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda uma
ingestdo maxima de metil merctrio de 1,6 pg kg™! por semana. A OMS também afirma que os
limites seguros aceitos para a contaminacdo de peixes com mercurio (na forma de metil
mercurio) ¢ de 0,5 ppm. Com o grande uso do Hg e seu descarte no ambiente pelas atividades
antropicas seguramente estd incorporando o elemento aos ciclos geoquimicos ¢ as cadeias
troficas dos animais aumentando suas concentragdes no ecossistema. Sendo sua determinagao
e quantificagdo em tecidos bioldgicos extremamente importante. Atualmente existem diversas
metodologias analiticas para a deteccdo e quantificagdo do metal, entretanto sdo metodologia
complexas com equipamentos de dificil aquisi¢do. Assim o trabalho apresentado tem como
objetivo o desenvolvimento de procedimentos analiticos para determinagdo
espectrofotométrica de mercurio em amostras de peixes. Desta forma, serd explorado um
procedimento empregando banho ultrassonico e geracdo de vapor frio de mercario para
extracdo deste metal em amostras de peixes, que sdo procedimentos muito utilizados para
algumas metodologias de analise. ApoOs a extracdo sera explorada a determinacdo
espectrofotométrica pela formagdo do complexo Hgls?, um complexo que apresenta absorgdo

no UV que foi pouco explorado quantitativamente.

PALAVRAS-CHAVE: Mercurio, Espectrofotometria, controle ambiental, peixes, preparo de

amostras.



ABSTRACT

Mercury is a liquid metal at room temperature and is toxic to all species found in nature. This
element is largely emitted by anthropogenic sources, such as mining, and by natural emission
sources, such as volcanoes. The metal forms stable covalent bonds (sharing electrons) with
carbon atoms, thus, there is a wide variety of organometallics of this metal. These organic
mercury compounds are the most toxic. The metal is found in all environments of nature:
hydrosphere, lithosphere, atmosphere and biosphere. In addition, it is also found in some
species that are part of the human diet, as it is a toxic element, the consumption of foods that
contain this metal must be controlled. The World Health Organization (WHO) recommends a
maximum methyl mercury intake of 1.6 pg kg' per week. The WHO also states that the
accepted safe limits for contamination of fish with mercury (in the form of methyl mercury) is
0.5 ppm. With the great use of Hg and its disposal in the environment by anthropic activities, it
is surely incorporating the element into the geochemical cycles and trophic chains of animals,
increasing its concentrations in the ecosystem. Its determination and quantification in biological
tissues is extremely important. Currently, there are several analytical methodologies for the
detection and quantification of metal, however they are complex methodologies with equipment
that is difficult to acquire. Thus, the work presented aims to develop analytical procedures for
spectrophotometric determination of mercury in fish samples. In this way, a procedure using an
ultrasonic bath and the generation of cold mercury vapor will be explored to extract this metal
from fish samples, which are procedures widely used for some analysis methodologies. After
the extraction, the spectrophotometric determination will be explored by the formation of the
Hgls* complex, a complex that presents UV absorption that has been little explored

quantitatively.

KEYWORDS: Mercury, Spectrophotometry, environmental control, fish, sample preparation.
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1. INTRODUCAO

1.1.Sobre o Hg

O mercurio, elemento quimico de nimero atomico 80 e simbolo Hg, ¢ um liquido
prateado e denso nas condigdes normais de temperatura e pressao, além disso, fora os gases
nobres, € 0 unico elemento com vapor monoatomico a temperatura ambiente. Este metal que
no estado so6lido ¢ mole e ductil tem seu nome devido ao deus dos mercadores e do comércio.
Apresenta configuracdo eletronica [Xe] 4f145d!%6s? exibindo geralmente valéncia 2+, este
elemento forma ligagdes covalentes (compartilhamento de elétrons) estaveis com atomos de
carbono existindo, assim, uma grande variedade de organometalicos deste metal. (AZEVEDO,

2003)

Este metal estd extremamente presente na historia da alquimia, muitos acreditavam se
possivel criar ouro a partir do mercurio. (QUEIROZ, 1995) Seu atomo possui cinco niveis
eletronicos completos (2, 8, 18, 32, 18) e existem isdtopos radioativos. A ligacao deste elemento
com carbono ¢ quimicamente estavel ndo sendo rompida por 4gua e nem facilmente por acidos
e bases fortes. Esta estabilidade ndo vem da energia de ligagdo, mas devido a baixa afinidade

entre o mercurio e o oxigénio. (OMS, 1978)

Os principais compostos do Hg sdo os volateis como Hg® elementar e dimetil mercurio.
Os reativos e soluveis em agua Hg®" , HgX>, HgX3", HgX4*, HgO e complexos de Hg** com
acidos organicos, sendo X hidroxila, cloro ou bromo. Os ndo reativos CH3Hg", CH3HgCl,
CH3;HgOH, Hg(CN),, HgS e Hg?" ligado ao enxofre em matéria htimica. Existe também o
cation CH3Hg", metil merctrio associado a anions haletos ou moléculas de grande peso

molecular como proteinas com ambas as cargas. (WHO, 1990)

As propriedades dos compostos do mercurio estao diretamente relacionadas ao anion
ligado ao mercurio, por exemplo o nitrato e sulfato de Hg sdo soluveis em agua enquanto o
cloreto de Hg s ¢ soliivel em alguns solventes organicos. O metal Hg ¢ bom condutor elétrico

inclusive sendo usado para constru¢do de interruptores elétricos e termometros. Este metal
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absorve luz ultravioleta a 253,7 nm de forma bastante intensa e essa caracteristica ¢ aproveitada

em alguns métodos analiticos com alta sensibilidade de deteccdo. (AZEVEDO, 2003)

O metal emite vapores mesmo a temperaturas baixas (FABRE; TRIAUAT, 1971).
Apesar do mercurio elementar ser a forma mais volatil o dimetil mercurio também pode se
volatilizar. A 20 °C uma atmosfera saturada por Hg contém cerca de 13 mg/m* (MAC, 1969).
A 24 °C uma atmosfera saturada por vapores de Hg conte cerca de 18 mg/m?, mais que a

concentragdo média limite permitida para ambientes de trabalho (KNIGHT, 1975).
1.2.Geodisponibilidade

O merctrio ¢é encontrado em todos os ambientes da natureza: hidrosfera, litosfera,
atmosfera e biosfera. Isso ocorre devido ao calor do manto e a alta mobilidade do Hg, entretanto
este metal estd em concentracdes baixas nesses ambientes. Em fundas fraturas geoldgicas o
processo de mobilizagdo do Hg acontece intensamente, formando os chamados cinturoes
geoquimicos de merctrio. Nesses locais acontece intensa acumulacdo de Hg que forma
depositos extraiveis (JONASSON; BOYLE, 1971). Para titulo de comparacdo a massa
encontrada de merctrio no solo ¢ de aproximadamente 7,5 x 10° toneladas, sendo trés ordem

de grandeza maior que a massa desse metal na atmosfera. (AZEVEDO, 2003)

Figura 1- Ciclo do merctrio em ambientes naturais.

(Atmosfera)

CH, + C,H, Loz (CH,),Hg Luz, Hg®

/

i Agua
Hg’ «—» Hg?" «— CH;Hg’ (Agua)
Peixes e bivalves Planctons
h\ /
\ / / (Sedimento)
Bactérias Bactérias

Hg" «— CH;Hg" «—— (CH,;),Hg (CH,);Hg

N

ngi+ —_— [‘lg2+ +— H%O

Fonte: (BISINOTI, 2004)
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Em comparagdo com outros elementos o Hg € raro situado em 16° lugar em abundancia
na Terra, possui uma reserva aproximada de 30 bilhdes de toneladas. O HgS, cindbrio, ¢ o
principal minério de Hg, as rochas principais que ¢ encontrado sao calcarios, arenito, serpentina,
andesita, basalto, riolita, feldspato acalino e quartzo (CLAYTON, 1982). O mercurio esté
presente em tragos, na forma natural, com mais frequéncia na forma inorganica II, em toda a

crosta terrestre, na faixa de 50 a 80 ppb (MAILMAN, 1980).

A emissdao de Hg para a biosfera pode acontecer por mobilizagdo da crosta terrestre,
emissdo antropogénica por combustiveis, emissdo antropogénica por produtos e processos €
remissdo da antiga liberagdo antropogénica de mercurio. (UNEP, 2002) O mercurio emitido
naturalmente ou por acdo do ser humano estd na forma inorganica, vapor metalico Hg®.
Entretanto em ambientes aquaticos o Hg inorganico ¢ transformado em metil mercurio por agao
microbioldgica. Assim niveis ambientais de metil mercirio dependem do balango entre

metilacdo e desmetilagdo bacterianas. (HANSEN et al. 1997)

Figura 2— Origem do merctrio
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Figura 3 — Ciclo do merctrio na biosfera
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Na atmosfera o mercurio se encontra na forma de varios compostos, sendo o principal
o Hg® que acontece apenas na forma de vapor. No ar o Hg pode se incorporar as particulas de
aerossol, solucao coloidal em que a fase dispersora ¢ s6lida ou liquida, essas particulas podem
contar o Hg na forma de HgO, HgS, HgCl>, HgSO4 e Hg(NO3)?. O transporte desses compostos
solidos na atmosfera depende principalmente do tamanho da particula. (AZEVEDO, 2003) Em
resumo o Hg est4 na atmosfera como Hg® na forma de vapor e liquida, na forma Hg*" na forma
gasosa ¢ dissolvido, e todas as outras espécies na fase particulada de aerossol.

(RYABOSHAPKO, 2001)
1.3.0btencao, producio e usos

Merctrio € mais raro que metais como o uranio e a platina, entretanto ¢ mais disponivel
pela existéncia de minérios com altas concentracdes do metal facilitando extracdo e refinamento
(KNIGHT, 1975). A extracdo do metal ocorre através do cindbrio, sulfeto de mercurio, e as
ligas do metal vem de mineragdo de depdsitos subterraneos de baixa profundidade, geralmente

abaixo de 800 metros.
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Saber a producao exata de Hg no mundo ¢ dificil devido aos paises ndo reportarem suas
produgdes, no inicio do século XX a produgdo mundial de mercurio foi de aproximadamente 4
mil toneladas. E foi crescendo 2% em média ao ano. Apenas no final dos anos 70 que os
problemas ambientais relacionados ao Hg foram ficando mais evidentes, dando inicio ao
processo de conscientizagdo sobre o tema em diversos locais do planeta, estabilizando essa taxa

e levando, atualmente, estdo tendendo a diminuir. (KORRINGA, 1974)

Entre as principais aplicagdes do mercurio metalico podemos citar o uso como catodo
na eletrdlise para preparagdo de cloro e soda na industria cloro-alcali, que foi responsavel por
grandes polui¢cdes com Hg. (MAILMAN, 1980). Muito utilizado na produgdo de aparelhos
cientificos de precisdo, como termdmetros, esfigmomanometros e bardmetros. O mercurio ¢
utilizado nesses equipamentos devido a sua capacidade de se expandir e contrair em fun¢do da

temperatura e de sofrer compressao e transmiti-la a outro ponto.

Outra propriedade explorada do mercurio ¢ a de formag¢do de amalgama, foi muito
utilizada na odontologia para restaurar caries, na fabricacdo de acumuladores ferro-niquel,
separagdo de outro e prata de outros metais na mineragdo ¢ até na fabricagdo de espelhos.

Existem registros de seu uso na forma de amalgama desde 500 a.C.

Este elemento foi amplamente usado como remédios, antissépticos e diuréticos, €
existem muitos registros historicos de sua contaminagao por essa forma de uso. Na industria
elétrica o metal ¢ empregado em lampadas, tubos de raio X, interruptores, termostatos, baterias
e outros aparelhos mais especificos. Além disso organomercuriais foram amplamente usados
como praguicidas, fungicidas e no tratamento de sementes. Até em certos tipos de brinquedos

o metal ja foi utilizado. (AZEVEDO, 2003)

Atualmente com o grande uso do Hg e seu descarte no ambiente pelas atividades
antropicas seguramente esta incorporando o elemento aos ciclos geoquimicos e as cadeias
troficas aumentando suas concentragdes no ecossistema. Assim o metal deixou de ser um
problema a satide dos mineradores e dos trabalhadores da industria e passou a ser um risco na

habitagdo, escola, cidade, alimento e para vida vegetal e animal.
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1.4.Toxidade

O merctrio ¢ um metal extremamente toxico em todas as suas espécies encontradas na
natureza, sendo a organica a mais perigosa. O metilmerctrio € a espécie de merclirio mais
perigosa conhecida principalmente pela sua alta estabilidade, solubilidade lipidica e
propriedades i0nicas. Este composto possui uma alta capacidade de atravessar membranas em
organismos vivos, danificando o sistema nervoso central, o cérebro, e seus efeitos sdao

continuos. (BISINOTI; JARDIM, 2004)

Qualquer mercurio lancado no meio ambiente sofre processos de transformacgao
biogeoquimica e pode ser convertido na forma de metilmercirio mais toxica e ser ingerido por
seres vivos facilmente (STEIN; COHEN; WINER, 1996). Varios paises industrializados
fizeram grandes esforgos para substituir o merctrio em produtos e processos industriais por
outras substancias ou processos. Em 2006, a Unido Europeia (UE) proibiu o uso de mercurio
em termometros e outros instrumentos de medicao e, a partir de 2011, a exportagdo de merctrio
da UE sera proibida para reduzir ainda mais a sua liberagdo. Mas ainda ¢ emitido uma grande
quantidade de mercurio por fontes antropogénicas, por exemplo, o uso na mineragdo. Além
disso, fontes de emissdo naturais significativas, como vulcdes, contribuem com a liberagao total

de mercurio.

As transformacgdes biogeoquimicas e a alta mobilidade de espécies de mercurio fazem
do mercario um poluente global que pode ser transportado a milhares de quilometros pela
atmosfera. Portanto, a compreensdo das transformacdes das espécies de mercirio e o
monitoramento preciso do mercurio e suas espécies no meio ambiente sao essenciais para uma
avaliagdo de risco confidvel (WHO, 2014). No solo o Hg forma complexos muito soliveis com
enxofre presente nos aminoacidos e proteinas e complexos de solubilidade baixa com o acido

himico.

O vapor de Hg ¢ geralmente insolivel em dgua, entretanto pequenas quantidades podem
se dissolver e mesmo sendo pequenas ja podem ser toxicas ao ser humano. Na presenca de gas
oxigénio o mercurio ¢ rapidamente oxidado a mercurio II e pode atingir concentragdes tdo altas

quanto 40 microgramas por litro (OMS, 1978)
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O ion Hg ¢ capaz de formar complexos estaveis com importantes moléculas biologicas
(OMS, 1978) Para se ter uma ideia os vapores de Hg sdo mais soliveis no plasma, sangue e
hemoglobina que em agua destilada. (HURSH, 1985) O mercurio resiste a processos naturais

de degradagdo, podendo permanecer por muitos anos sem perder sua toxicidade.

O mercurio ¢ encontrado em diversas amostras bioldgicas, entre elas algumas espécies
que fazem parte da dieta humana, tais como peixes. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
recomenda uma ingestio maxima de metilmercurio de 1,6 pug kg™ por semana. A OMS também
afirma que os limites seguros aceitos para a contaminagdo de peixes com mercurio (na forma

de metilmercurio) ¢ de 0,5 ppm (FAO; WHO, 2003).

De acordo com a Associagdo Brasileira de Piscicultura, em 2017 foram produzidas cerca
de 691,7 mil toneladas de peixe, maior indice ja registrado no pais. A Tilapia ¢ a espécie mais
cultivada no pais, segundo levantamento a espécie representa 51,7% da Piscicultura nacional,
com 357 mil toneladas em 2017. Na segunda posicdo encontram-se os peixes nativos. Entre
eles o Tambaqui, que representam 43,7% da producdo brasileira, cerca de 302 mil toneladas
(PEIXEBR, 2017). Por fazer parte da dieta alimentar e, por muitas vezes estarem submetidos
as mudangas do meio ambiente ocasionado por extra¢dao mineral e pela presenca das industrias
proximas a mananciais e rios, muitos peixes que fazem parte da dieta humana podem ser
contaminados pela presenca desse metal. Como o merctrio possui efeitos bioacumulativos,
pode ocorrer a contaminacao pelo consumo de peixe, especialmente das espécies nativas. Novas
técnicas qualitativas e quantitativas para determinagdo de mercurio devem ser estudadas e

devem ser colocadas em pratica ajudando a controlar essa emissdo de mercurio no ambiente.

1.5.Bioacumulacao

O mercurio proveniente de fontes antropogénicas pode ser até quatro vezes maior que
de fontes naturais (MASON et al 2000), como os vulcdes. Na parte antropogénica as
contaminagdes podem vir da queima de carvao e de combustiveis fosseis. Da mineracao do
proprio Hg e de outros metais como ferro, zinco, ouro € manganés. Também da producao cloro-

soda e dos produtos que possuem mercurio em sua composi¢cao (UNEP 2002) Todas essas
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fontes de mercario podem levar ao consumo do metal pelos animais do meio ambiente que

posteriormente sao consumidos pelo ser humano.

O mercurio em sua forma organica ¢ mais facilmente absorvido pelo corpo humano logo
possui uma toxicidade maior do que sua forma inorganica. As espécies de mercurio sdo muitas
sendo a mais toxica o metilmercurio devido a sua alta bioacumulagdo, as concentragdes de
mercurio aumentam na cadeia alimentar e assim no organismo de peixes predatoérios pode haver
elevadas taxas do metal e a maior parte deste merctrio pode ser na forma organica. (LEOPOLD;
FOULKES; WORSFOLD, 2010). No processo de bioacumulagdo o merctrio absorvido pelos
peixes fica depositados nos tecidos € com o tempo sua concentracdo aumenta no mesmo peixe
e esses animais quando sdo consumidos por animais maiores a quantidade do metal aumenta

com o aumento do nivel trofico.

Efluentes domésticos ou industriais, mineracao, aplicacao de pesticidas sdo algumas das
fontes que intensificam a presenca de metais pesados nos ecossistemas. No compartimento
aquatico, esses elementos e outros compostos se acumulam no sedimento ¢ dependendo das
condi¢des do ambiente, podem ser liberados se tornando biodisponiveis (EBRAHIMPOUR;
MUSHRIFAH, 2008; SHRIVASTAVA et al., 2003). Nesse momento, acontece o processo de
bioacumulagdo que ¢ o acumulo desses metais pesados e outras substancias toxicas em altas
concentragdes nos tecidos dos seres aquaticos de menor nivel trofico. Ao longo da cadeia
alimentar ocorre o processo de biomagnificagdo, em que as concentracdes destes compostos
toxicos aumentam de forma que no ultimo nivel trofico elas sdo muito maiores do que no

primeiro nivel trofico (VOUTSAS et al., 2002).

O merctrio se acumula nos peixes tanto pelo alimento ja contaminado (cadeia trofica)
ja explicado, quanto pela dgua poluida pelo metal que lhes passa pelas guelras (BALDI, 1997).
O mercurio sofre diversas transformagdes nos ambientes aquaticos (Figura 4), como a
metilacdo, que torna o mercurio mais facilmente absorvivel pelos organismos dos peixes.

Quando plantas e animais morrem, o mercurio € restituido aos sedimentos, reiniciando o ciclo.
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Figura 4 — Transformag¢ao do mercurio no ambiente aquatico
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De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAQO), o consumo médio de peixe
per capita foi de 20,2 kg em 2015, com crescimento de 1,5 % ao ano. Isso significa que os seres
humanos estdo sujeitos a bioacumularem substancias toxicas e metais pesados com o aumento
do consumo de peixes na dieta. Alguns metais responsaveis por intoxicagdes sdo arsénio,
mercurio, cddmio e chumbo (VIRGA et al., 2007). O Ministério da Saude publicou a
Consolidagao n°® 5 em 2017 que disponibiliza valores de NOAEL, concentragdo maxima do
metal (mg) por peso da pessoa (Kg) que pode ser ingerida por dia sem causar nenhum efeito
adverso observavel, para metais como chumbo (0,03 mg/Kg/dia), cadmio (0,014 mg/Kg/dia) e
mercurio (0,003 mg/Kg/dia).

1.6.Métodos de determinacio de Hg

Dentro da quimica analitica estudamos métodos para determinacdo da composicao
quimica de amostras. Na analitica qualitativa podemos fornecer informacgdes sobre a identidade

das espécies atobmicas ou moleculares e na quantitativa obter informag¢des numéricas, ou seja,
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quantidade relativa de uma ou mais espécies no meio. As metodologias podem se enquadrar em

dois grupos as classicas e as instrumentais. (SKOOG, 2017)

A maior parte das metodologias classicas consistem na separagdo do componente de
interesse por precipitacdo, extracdo ou destilagdo. Esses componentes sdo tratados com algum
reagente e resulta em um produto que pode ser determinado por ponto de fusdo, ebuli¢ao ou
solubilidade. Quantitativamente se pode analisar o analito por medidas titulométricas, através
da massa ou volume, ou medidas gravimétricas, medidas da massa do analito. Essas
metodologias ainda sdo muito utilizadas, mas o uso vem diminuindo devido ao advento de

novas técnicas instrumentais.

As metodologias instrumentais consistem em medidas através da interacdo de um certo
estimulo com a matéria, ou seja, para se conseguir a informagao desejada € necessario interagir
o sistema de estudo com um agente externo de intera¢do. Assim € realizado a medida de alguma
propriedade fisica do analito como condutividade, potencial de eletrodo, emissao ou absor¢ao

da luz, razao massa/carga ou fluorescéncia.

Figura 5 - Diagrama de blocos mostrando uma visdo geral de uma medida instrumental.
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Fonte: SKOOG 2017

Assim as medidas instrumentais sdo modernas técnicas de separacio e determinacgdo de
espécies quimicas que surgiram junto ao avanco da industria eletrdnica e da computagdo.

Basicamente o instrumento para analise, dispositivo de comunicagdo, converte as informacgdes



25

armazenadas nas caracteristicas quimicas ou fisicas do analito em informag¢des que podem ser

manipulados e interpretados. (SKOOG, 2017)

A determinagdo e quantificagdo do merctrio é extremamente importante, além de ser
extremamente toxico e possuir uma bioacumulacdo nos animais, o metal causa graves
problemas de corrosdo. Isso ocorre devido a sua alta mobilidade, tendéncia de deposigdo e

facilidade em formar amalgamas ou ligas com a maioria dos metais (HSDB 2000).

A determinacgdo de Hg possui certa dificuldade devido a maior parte da amostra estar
fortemente ligada a matéria organica, sendo necessario a digestdo e mineralizacdo da amostra.
Este procedimento pode ser realizado através de oxidag¢ao por via imida, aquecimento ou por
meio de altas temperaturas, que pode ser ruim devido a perdas por volatilizagdo do Hg. A
digestao normalmente ¢ realizada com partes iguais de acido nitrico e acido sulfurico que

contribuem para a conversio de merclirio em seu estado bivalente Hg".

Na literatura existem diversos trabalhos para a determinagdo de mercirio em peixes,
muitos deles baseados em medidas por espectrometria de absor¢do atomica (LEOPOLD;
FOULKES; WORSFOLD, 2010). Para a medida de absor¢ao atdmica pode ser utilizado alguns
principios diversos como a reducdo dos compostos do Hg ao vapor com Sn e medicdo da
absor¢do por meio de tubo de quartzo. A redugdo pode ser realizada com boro-hidreto de so6dio
ou ser realizado através de um processo eletrotérmico, reduzindo os compostos do Hg e

atomizando a 2.300 °C, esse ultimo requerendo aquecimento controlado da atomizagao.

Para a andlise de mercurio em 4gua a técnica mais comum consiste no espectrometro de
fluorescéncia atdmica de vapor frio, que consiste na reducdo do Hg com oxidante forte, o metal
gasoso ¢ transportado por um gés inerte até uma armadilha de ouro para formagao de amalgama,
essa liga € aquecida liberando o Hg que € uma célula de detec¢do faz a medida da fluorescéncia

de ressonancia do metal em 253,7 nm. (LEOPOLD; FOULKES; WORSFOLD, 2010)

A técnica de absor¢do atdmica de vapor frio para a determinacdo de mercurio &,
também, amplamente aplicada. A determinagdo exige que todos os compostos de mercario
presentes sejam convertidos em mercurio elementar. Para a degradacdo de organomercuriais,
varios agentes oxidantes, como permanganato de potassio, peroxido de hidrogénio, persulfato

de potéssio ou dicromato de potassio em meio acido, podem ser utilizados.( SZAKACS, 1980).
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A atomizagdo por vapor frio s6 pode ser utilizada para o Hg devido a ser o unico
elemento metalico que tem pressao de vapor apreciavel em temperatura ambiente. Entao essa
metodologia consiste na vaporizagao fria seguida pela espectrofotometria de absor¢ao atomica.
(SKOOG, 1996). Essa metodologia tem como principal problema o pre¢o do espectrometro de

absorc¢ao atomica que atualmente estd na faixa de 400 mil reais.

Para a determinagdo de mercurio (II) em compostos inorganicos a melhor metodologia
consiste na titulagdo complexométrica com tiocianato. Existem também métodos
espectrofotométrico usando tiocianato. Entretanto qualquer método envolvendo tiocianato pode
ser limitado por interferéncia de ions haletos e por metais como como prata.(PAPPAS;

POWELL, 1967).

Uma outra metodologia consiste na ativagao neutronica que € sensivel e pode ser usada
como método confirmatdrio. O processo acontece através da irradiagdo do material em reator
de baixa energia com separacdo do Hg e medicdo dos raios gamas. Baseia-se no fato de que o
metal e seus isdtopos ao serem expostos a um fluxo lento de néutrons ocorre sua conversao a
uma mescla de isétopos radioativos. E necessario deixar a amostra por vérios dias para a
desintegracdo de espécies de vida curta. Assim a radioatividade ¢ medida em um contador

Gama. (AZEVEDO, 2003)

M¢étodo que € usado para determinar todas as espécies do Hg € a cromatografia gasosa
com detector de captura de elétrons (DCE). Essa metodologia permite a andlise e a
identificacdo exata de derivados orgénicos e inorganicos do Hg. (CAPPON; SMITH, 1997) O

principal problema dessa técnica como o CV AAS ¢ a aparelhagem cara e complexa.

Além dessa metodologia podemos citar a determinagdo calorimétrica do Hg pela sua
complexacdo com difeniltiocarbazona, forma um complexo amarelo-alaranjado, muito usada
nas décadas de 1950 e 1960. (SIMONSEN 1953). Este procedimento consiste na oxidacao por
via umida, seguida de extracdo como ditizonato por meio de solvente organico ajustando-se o
pH para 2 e finalmente determinacdo calorimétrica a 490 nm. A principal desvantagem dessa
técnica ¢ que outros metais como cobre, zinco € chumbo também complexam com a ditizona
interferindo na analise. Além disso a técnica € trabalhosa, lenta € menos sensivel que outras

metodologias ja citada.
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Assim analisando as metodologias mais utilizadas de determinacdo de mercurio ¢é
possivel concluir que s3o muitas as possibilidades para determinagdo e deteccdo do metal. No
entanto, estes procedimentos envolvem uso de instrumentagao sofisticadas e de elevado custo
de aquisi¢do, assim um método simples e de mais facil aquisi¢do ¢ muito interessante para

facilitar o processo de avaliacdo de contaminacao deste metal extremamente toxico.



28

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver procedimentos analiticos para a
determinagdo espectrofotométrica de mercurio em amostras de peixe, que seja mais barato e

simples que as metodologias hoje empregadas.

2.2. Especificos

e Desenvolver um procedimento para a determinacao espectrofotométrica em amostras
de peixes, baseado na formagio do complexo Hgls>".
e Desenvolver um procedimento para a extragdo de mercuirio em amostras de peixes

empregando banho ultrassonico e geracao de vapor frio de mercurio.
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3. METODOLOGIA

3.1. Reagentes

e KlilmolLY;
e Solucdo padrao de Mercurio 1000 ppm;
e NaBH4(Merck)

e HNOs;
e HCI;
e H0O:

e Amostras de peixes, Grupo de Andlise e Pesquisa em Espectrometria (GAPE);
3.2. Equipamentos

e Balanga analitica AUY 220 (SHIMADZU) (£ 0,0001 g);
e Espectrofotometro UV-Vis, (FEMTO, modelo: 600S);

e FAAS

e pHmetro (BEL ENGENEERING);

e Banho ultrassonico;

3.3. Preparo de Amostra:

O preparo de amostras sao operagdes fisicas e quimicas que visam converter a amostra
em uma forma mais adequada para analise, minimizando os interferentes. Durante o trabalho
foi utilizado o banho ultrassonico como técnica para extrair o analito de interesse. O
procedimento de preparo de amostras acontecerd visando a extracdo prévia de mercurio em
peixes. Trabalhos na literatura relatam que as espécies de mercurio podem ser extraidas

empregando banho ultrassonico em meio 4cido (SHAL et al., 2009).

Ultrassons sdo ondas mecanicas com frequéncia maior que 20 KHz, com amplitude
elevada, e por isso, podem provocar mudancas e transformagdes nos meios submetidos a

insonagao. Os ultrassons sdo gerados por transdutores piezelétricos, que ao serem submetidos
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a um campo elétrico sofrem deformacdo eletro elasto mecanicas resultando na producio de

ultrassons.

A sonicacdo de um liquido com ultrassons leva a agitacdo, aquecimento do meio e
cavitagdo acustica. Este ultimo ¢ um fendmeno que envolve a nucleagdo (processo de auto-
organizac¢do que leva a uma nova fase termodinamica), crescimento e colapso de microbolhas.
Este colapso acarreta perturbagdes no meio por onde as ondas se propagam, como aumento
brusco de temperatura e pressao. Também ocorre a produgdo de micro jatos, que pode atingir a

velocidade de 400 ms™ causando a erosdo de s6lidos presentes em meio liquido, esta erosio

depende da composigdo de cada material. (KRUG, 2016)

Figura 6 - Um liquido exposto ao ultrassom sofre cavitagao acustica

Bubble , Bubble grows in Bubble reaches Violent
forms successive cycles unstable size collapse

Fonte: KRUG 2016

Ultrassons de alta poténcia levam também a desestabilizacao das interfaces liquido-gas,
liquido-liquido e sélido-liquido. Os efeitos quimicos do ultrassom estdo associados a migracao
de moléculas para as bolhas de cavitagdo e as elevadas temperaturas e pressdes alcancadas no
colapso das microbolhas. Isso gera o rompimento de ligagdes quimicas em algumas moléculas,
esse rompimento gera radicais livres instaveis, que somados a aumento da entropia, justificam

o aumento na reatividade quimica de diferentes espécies expostas ao campo ultrassdnico.

A reducdo de mercurio na presenca de boro hidreto de sddio (NaBH4) em meio acido
(Eq. 1 e 2) ¢ amplamente relatada na literatura principalmente para a determinacdo de mercurio
pela técnica Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Geracdo de Vapor Frio (CV AAS)

(ODA; INGLE, 1981). Nesta técnica, as espécies de mercurio, tanto inorganicas quanto



31

organicas, sdo reduzidas a Hg pela adi¢do de NaBH4 que nas condi¢des normais de temperatura
e pressdo, se encontra na forma gasosa. Apds a reducdo e formagdo da espécie volatil, o
mercurio ¢ transportado para uma cela de quartzo posicionada em frente a fonte de radiagdo
onde as medidas sdo realizadas. Neste trabalho empregou-se a extracdo de mercurio total,
conforme relatado na literatura, submetendo as amostras de peixes liofilizadas a extragdo acida
empregando ultrassom. Apos a extragao, a mistura sera filtrada e adicionada em um tubo e neste
sera adicionado a solu¢do remanescente uma solucdo de boro hidreto de sédio em meio acido

em um sistema conforme ilustrado na Figura 7.
BH* (1) + H*(1) + 3H0 (1) — B(OH); (1) + 8H" (1) (1)

Hg?* (1) +2H° (1) — Hg° (g) + 2 H" (1) )

Figura 7 — Sistema para extracdo de merctrio em amostras de peixes.

(1)

Fonte: SCHAAF 1915

Neste sistema, o mercurio sera coletado em uma solu¢do em meio HCI diluido,
formando Hg?* em solucdo, nestas condi¢cdes o mercurio gerado é altamente solavel
(SANEMASA, 1975). Em seguida, a solucdo coletora sera adicionada iodeto de potassio,
seguido das medidas espectrofotométricas em 323 nm para monitoramento do complexo
formado Hgls>. Alternativamente ser4 avaliado a adigdo de gas argdnio para promover a total

transferéncia do vapor de mercurio gerado. Diversos parametros serdo avaliados e otimizados,
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tais como volume de extrator e tempo de extragdo, assim como concentragdo de reagentes e pH

do meio.

Além dessa possibilidade existem estudos sobre a utilizacdo de oxidantes destrutivos
como o permanganato de potdssio e o cloro usado como tratamento na forma de acido
cloridrico-permanganato de potdssio para quebrar organomercuriais na agua (SZAKACS,
1980). Esta metodologia também pode ser explorada para o tratamento da amostra de tecidos

de peixes.

3.4. Analise espectrofotométrica:

Analises espectrofotométricas sdo baseadas na intera¢do radiacdo e matéria, ou seja,
baseado na medida da quantidade de radiagdo absorvida por moléculas e 4&tomos. Quando se
incide uma radiagdo em uma substancia essa radiagdo ¢ absorvida sendo esse processo medido

e ¢ proporcional a concentracido dessa molécula em uma solugdo.

O método analitico de determinagdo ¢ a espectrometria de absor¢ao molecular, os
espectrofotometros sdo capazes de medir a transmitdncia T ou absorbancia A de solugdes
contidas em células transparentes tendo um caminho 6ptico de b em cm. Com esses valores ¢
possivel ter informacdes quantitativas por meio da Lei de Beer (Eq. 3). Portanto, a absorbancia
¢ diretamente proporcional a concentracdo de uma espécie absorvente ¢, ao caminho do meio
que a luz passa b, e a constante de proporcionalidade €, chamada de absortividade molar essa
constante depende da substancia, do comprimento de onda utilizado (pois substancias podem
ter diferentes absorgdes para diferentes comprimentos de onda), da temperatura e do solvente

no qual estdo dissolvidas. (SKOOG, 2015)

A=cb.s 3)

Para a determinacgdo espectrofotométrica de mercurio, foi explorado a reacdo entre
mercurio e iodeto, formando o complexo Hgls* (Eq.4), com méaximo de absor¢do em 323 nm
(e = 2,34 x 10%) As medic¢des sdo insensiveis a pequenas mudancas na concentracdo do ion

1odeto ou no pH da solugdo. Além disso o método ¢ adequado para a determinagdo de mercurio
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(IT) na presen¢a de uma variedade de cations e anions. (PAPPAS; POWELL, 1967). Esta reagao

foi pouco explorada na literatura para fins quantitativos.

Hg?" + 41" = Hgls*

Figura 8 — Complexo tetraiodomercurato(Il) de potassio.

2 K+

\ -
---- I
-

/o

2-

Fonte: CHEMSPIDER 2022

(4)

Assim através do preparo de amostra empregando banho ultrassonico em meio 4cido,

para extrair as espécies de mercurio, o tratamento com boro hidreto de so6dio, para geragao de

Hg® a captura do merctrio em meio acido, complexa¢do com KI e a medida de absor¢ao

molecular no UV. Sera desenvolvida uma metodologia mais simples para a andlise do metal.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho inicial foi o estudo da reagdo de complexagdo e suas caracteristicas fisico-
quimicas. Analisamos a absorbancia, influéncia do pH, temperatura e concentragao dos

reagentes na formagao do complexo.

4.1. Espectro:

Para ter uma melhor certeza do maximo de absorbancia do complexo foi feito uma
analise do espectro de 300 a 500 nm (Figura 9). A leitura foi realizada em um Espectrometro

Ocean Optics.

Figura 9 — Espectro do complexo Hgls*" de 300 a 500 nm:
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Fonte: o autor

Com a varredura ¢ possivel concluir que o maximo de absorbancia estd proximo de 323
nm como encontrado na literatura (PAPPAS; POWELL, 1967). Assim a proxima etapa foi

construc¢do da curva de calibragdo do complexo.
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4.2.Construcao da curva de calibragao:

Como a reacdo entre mercurio ¢ iodeto nao foi explorada para fins quantitativos, os
primeiros estudos foram realizados visando obter as caracteristicas analiticas da reagdo,
estabelecendo parametros essenciais para a determinacao de mercario. Em um primeiro estudo,
uma curva de calibragdo foi obtida para o comprimento de onda de 323 nm, a faixa linear

avaliada foi de 0,5 a 3 ppm de Hg, e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 10.

Figura 10 - Curva de calibragio do complexo Hgls> A = 323 nm
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Fonte: o autor

E possivel concluir que a reta ndo teve linearidade que pode ter sido causada por erros
operacionais ou pela concentracdo ndo ser adequada para o procedimento € necessario repetir
o experimento. Por isso, uma nova curva foi obtida e os resultados estdo apresentados na Figura

11:
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Figura 11 — Nova curva de calibracio do complexo Hgl4* A = 323 nm
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Fonte: o autor

Foi obtido uma melhor linearidade com mais pontos analisados, entretanto os valores
de absorbancia sdo muito baixos. E assim foi estudado os parametros que podem afetar a reacao.
Concluiu-se, através da observacao do surgimento de uma cor amarelada do complexo apos 24
horas, que a reacdo tem a cinética mais lenta sendo necessario acelerar a reacdo através do

aquecimento.

4.3.Avaliacao de parametros:
4.3.1 Estudo Cinético

Com a conclusdo de que a velocidade de reacdo de complexacdo entre o mercurio € o
iodeto ¢ lenta, para avaliar o tempo necessario para que a reacdo atinja o estado de equilibrio,
um estudo cinético foi realizado. Neste estudo, apds a adigdao dos reagentes, a solugdao contendo
o analito foi aquecida a 100°C e em seguida submetida as medidas de absorbancia no
comprimento de onda estudado, em intervalos de 5 minutos de aquecimento a 100 °C e os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12 - Estudo cinético com tempo de aquecimento a 100 °C:
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Fonte: o autor

Foi possivel concluir que apds 5 minutos de aquecimento a 100 °C o equilibrio ja €
alcancado, ndo havendo grande diferenga de absorbancia ap6s muito tempo de aquecimento,

este tempo foi fixado para estudos posteriores.

4.3.2. Estudo pH

Reacdes de complexacao sdo dependentes da acidez do meio, por isso o efeito do pH na

reagao foi realizado no intervalo de 4 a 7,5 e os resultados estdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13 - Estudo pH na faixade 4 a 7,5:
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Fonte: o autor

Foi possivel concluir que o pH na faixa estudada ndo teve grande influéncia na
absorbancia do complexo. O pH da solugdo de Hgls* ¢ 6,02. Sendo assim nio é necessario a

mudancga do pH do meio de reacgao.

4.4. Construcao de curvas de calibracio com comprimentos de onda variados:

Foi feito um estudo comparativo da constru¢do da curva de calibracio em outros
comprimentos de onda, encontrados na literatura, que sd@o 304, 323 e¢ 334 nm. (PETERSON;
LINGAXE; REYXOLDS, 1969). Além disso foi realizado o aquecimento das amostras para

acelerar a complexagao.



Figura 14 - Curva de calibragio do complexo Hgls* A = 304 nm
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Fonte: o autor

Figura 15 - Curva de calibragio do complexo Hgls> A = 323 nm
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Figura 16 - Curva de calibragio do complexo Hgls* A = 334 nm
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Fonte: o autor

Através da analise dos graficos € notavel que no comprimento de onda 334 nm teve uma
maior absorbancia, sendo assim o maximo de absorbancia pode estar mais préximo desse
comprimento, entretanto no comprimento de onda de 323 nm a curva teve uma linearidade

maior.

4.5. Extraciao de mercurio:

Ap6s todos os estudos realizados foi feito uma simulagdo de como o merctrio seria

extraido da amostra:



Figura 17 - Simulacao do processo de geracao de vapor frio

Fonte: o autor

4.5.1. Constru¢do da Curva de Calibragdo
Foi construida uma curva no comprimento de onda de 334nm.

Figura 18 - Curva de calibragdo do complexo Hgls* A = 334 nm
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Fonte: o autor

Esta curva teve uma linearidade razoavel com o R? =0,97229. O limite de detecgao foi
de 0,071 ppm e o limite de quantificacdo foi de 0,213 ppm. Apds a construgdo da curva foi

realizado o experimento para captura de Hg.

4.5.2. Preparo de amostra

Para simular o preparo de amostra foi adicionado em um tubo de ensaio 2 mL de solugao
de Hg 1ppm, 10 pL de HNO3 concentrado e por tltimo 200 pL de solugdo de NaBH4 (20%).
Ao adicionar a solugdo de borohidreto de sodio, o tubo é tampado e conectado com outro tubo
com solu¢do de KI 1 mol.L"! (Figura 17). O borohidreto reduz o merclirio que passa para a

solucao de KI complexando.

A solug@o com o complexo foi lida no UV-vis e obteve-se o valor de 0,144. Calculando
usando a equacao da curva y = 0,08x + 0,143, chegamos ao valor de 0,0125 ppm de mercuario
na solugdo. O valor foi abaixo do limite de detec¢do da curva, logo ¢ necessario trabalhar
com uma concentragdo maior. Comparando quanto mercurio tinha em um tubo e quanto foi
absorvido pela solugdo chegamos a conclusdao de que apenas 1,25% foram absorvidos na
solucao de KI sendo necessario otimizar esse processo para conseguir uma maior captura de
Hg. Os fatores determinantes para essa baixa concentragdo podem ser o escape do Hg no
momento de fechar o sistema, ao fato de o boro hidreto de sddio nao ser suficiente para reduzir

todo mercurio presente na solucao ou a solugao de KI ndo estd absorvendo todo o Hg liberado.

4.6. Otimizacao de parametros:

Como na simulagdo do preparo de amostra apenas 1,25% da quantidade de merctrio
inicial foi absorvido no outro tubo de ensaio foram realizadas uma série de testes para se chegar

na otimizagao dos parametros:
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4.6.1. Ordem dos reagentes

Primeiramente foi estudado se ha influéncia na ordem dos reagentes, como o
borohidreto de sodio deve ser adicionado por ultimo obrigatoriamente foi variado a ordem do

acido nitrico ¢ da solugdo de mercurio:

Tabela 1: Resultados com adi¢do de 4cido nitrico em ordens diferentes na geragcdo de vapor

frio
Amostra Parametro Absorbancia
1 HNO:; antes 0,012
2 HNO3 depois 0,048

Fonte: o autor

E possivel notar que a adi¢do de 4cido apos a adi¢do da solu¢do de mercurio fez com

que mais mercurio fosse absorvido pela solugdo de iodeto de potassio.

4.6.2. Influéncia do volume

Foi realizado um experimento para saber se variando o volume, mas mantendo a

quantidade de mercurio haveria influéncia na absor¢ao do mercurio:

Tabela 2: Resultados com varia¢do de volume da solu¢do de mercurio para geragdo de vapor frio

Amostra Parametro Absorbancia
1 2 mL Hg 0,091
2 10 mL Hg 0,038

Fonte: o autor
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E possivel notar que com o aumento do volume menos foi absorvido que pode ter sido

causado por um impedimento estérico.
4.6.3. Influéncia da concentra¢do de NaBH 4
O volume de boro hidreto de sédio também foi variado para analisar sua influéncia:

Tabela 3: Resultados com a variacdo de concentragdo de NaBH4 para geracao de vapor frio

Amostra Volume Borohidreto Absobancia
1 200 pL 0,022
2 400 pL 0,021
3 600 puL 0,022

Fonte: o autor

E possivel notar que ndo houve influéncia significativa ao variar a concentragdo do
reagente, pode ter sido causado pelo fato de 200 microlitros ser suficiente para reagir com todo
0 mercurio presente ou a concentragdo de iodeto de potdssio ndo conseguir absorver todo o

metal.

Com a variacdo de parametros foi possivel obter algumas informagdes sobre os
parametros que afetam a reagdo. A condicdo Otima até entdo encontrada ¢ a adi¢do do acido
nitrico depois, utilizar a concentragdo ja utilizada de boro hidreto e utilizar um volume menor
de solugdo com o metal. Para os proximos experimentos o foco foi em otimizar todas as etapas

de construcao da curva de calibragao.

4.7. Testes para a curva de calibracio:
4.7.1. Aquecimento

Com o objetivo de melhorar a curva e a absorbancia foi realizado alguns testes. O
primeiro foi verificar se realmente ¢ necessario o aquecimento da solucdo para se obter uma
curva de calibragdo mais satisfatdria. Foi construida duas curvas uma sem o aquecimento e uma

aquecendo:



Figura 19 - Grafico sem aquecimento do complexo Hgls> A = 334 nm
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Figura 20 - Grafico com aquecimento do complexo Hgls* A = 334 nm
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E possivel notar que a absorbancia apds aquecido € muito maior logo para a construgdo

da curva € necessario aquecer a soluc¢ao para que o complexo se forme, atingindo o equilibrio.

4.7.2. Faixa de pontos maiores

Foi construida uma curva com mais pontos para analise da absorbancia e da linearidade

no comprimento de onda de 334 nm, com aquecimento:

Figura 21 - Curva de calibragido do complexo Hgls** A =334 nm
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Fonte: o autor

4,0

A linearidade da curva se manteve, entretanto, a absorbancia continua muito baixa.

4.8. Novo espectro:

Foi necessario realizar um novo espectro do complexo para se ter certeza se o

comprimento de onda de 334 nanometros era o ideal. O primeiro espectro realizado foi feito

em um equipamento diferente do que estd sendo feito as leituras. Foi feito entdo um novo

grafico do espectro do complexo no mesmo equipamento:
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Figura 22 - Equipamento utilizado: Espectrofotometro UV-Vis, (FEMTO, modelo: 600S)

Fonte: o autor

Figura 23 — Espectro do complexo Hgls>* A =300 nm a 400 nm
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Analisando o espectro foi possivel notar que o maximo de absorbancia estd no

comprimento de onda de 360 nm.

4.9. Concentacio KI:

Até entdo para a formagdo do complexo tetraiodomercurato(Il) a solucao de dilui¢do do
merctrio era uma solucdo de iodeto de potassio 1 molL™. Para melhorar a formagdo do

complexo novas concentracdes desta solugao foram estudadas:

Figura 24 - Influéncia da concentragdo do iodeto de potassio na absorbancia do complexo
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Fonte: o autor

Apbos a concentracdo de 2 mol.L! de iodeto de potdssio a absorbancia se manteve

constante o que indica que o ideal para a formagao do complexo € esta concentracao.
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4.10. Nova curva de calibracio:

Agora utilizando o comprimento de onda de 360 nm e a concentra¢do de KI 2 mol.L! foi

construido uma nova curva:

Figura 25 — Nova curva de calibragdo do complexo Hgls*> usando KI 2 mol.L"!
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Fonte: o autor

Com a nova curva de calibragdo obtemos uma linearidade um pouco melhor e uma

absorbancia significativamente maior. O limite de detec¢do obtido nessa curva foi de 0,057

4.11. Simulag¢io do preparo de amostra:

Foi realizado a simulagdo do preparo de amostra (Figura 17) adicionando ao tubo de
saida uma solucdo de KI 2 mol.L"! e no tubo de entrada adicionado inicialmente 2 mL de
solucdo de Hg 1 ppm e 10 uL de HNO;s e apos adicionado 200 pL de NaBH4 fechando
imediatamente o frasco. O processo foi realizado trés vezes e as amostras foram aquecidas para

alcangar o equilibrio. Apds esfriar foi realizado medidas de absorbéancia a 360 nm:
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Tabela 4: Resultados de absorbancia com a simulagao do preparo de amostra

Frasco Absorbancia
1 0,062
2 0,050
3 0,050

Fonte: o autor

A absorbancia foi muito abaixo do esperado logo o fechamento manual esta fazendo

com que haja perda de mercurio.
4.12. Nova Aparelhagem:

Foi construido uma nova conformagdo para o preparo de amostra que ndo seria
necessario fechar manualmente os frascos. A adi¢do de boro hidreto de sodio seria feito por

uma seringa e o frasco seria vedado com para filme:

Figura 26 - Nova aparelhagem para geragdo de vapor frio

Fonte: o autor
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Com essa nova aparelhagem foi realizado um teste variando a quantidade de reagentes
no tubo de reagdo e foi coletado em um tubo com 2 mL de KI. Apds a coleta os testes foram

aquecidos para alcangar o equilibrio, resfriados e a absorbancia foi medida:

Tabela 5: Resultados de absorbancias da nova aparelhagem variando reagentes para geracao

de vapor frio

Amostra Reagentes Absorbancia

1 mL Hg 1ppm
10 uL HNOs3
1 200 pnL NaBH4 0,038

2 mL Hg lppm
10 uL. HNO3

2 mL NaBH4
2 0,015

2mL Hg 1 ppm
20 uL. HNO3
3 2 mL NaBH4 0,019

Fonte: o autor

A absorbancia continuou abaixo do esperado, a causa pode ser a vedagdo ainda estar
ruim. O tubo com volume menor de solu¢do com mercurio teve absorbancia maior. O teste foi

repetido com vedacio melhor e variagdo no volume de solucdo de KI 2 mol.L!.
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Tabela 6: Resultados de absorbancia com melhor vedagao do sistema de geracao de vapor

frio

Amostra Reagentes Absorbancia

2 mL Hg lppm
10 uL. HNO3
2 mL NaBH4

1 (5 mL KI)

0,020
2 mL Hg lppm
10 uL. HNO3
2 mL NaBH4

2 (1 mLKI)

0,138
3 (5 mL KI) 2 mL Hg 20 ppm
20 uL HNO3

2 mL NaBH4 0,040

Fonte: o autor

Apenas a amostra 2 teve absorbancia maior, mas ainda sim abaixo do esperado. Mais um teste
foi realizado com veda¢ao maior:
2 mL Hg lppm
10 uL HNO3 = 2 mL KI2M

2 mL NaBH4
Tabela 7 — Resultados de absorbancia do teste em triplicata da melhor simulagdo do sistema

de geracao de vapor frio

Amostra Absobancia
1 0,029
2 0,116
3 0,105

Fonte: o autor



53

Nas amostras 2 e 3 a vedagao estava melhor, mas ainda assim a absorbancia esta abaixo
do esperado, um sistema de rosquear como garrafas PET pode ser indicado para melhorar a
vedacgdo. Além disso sdo necessarios mais testes para melhorar o processo de complexacdo. Ou
entdo otimizar os parametros levando em conta essas perdas. A solugdo de KI pode ndo estar
absorvendo o merctrio da maneira adequada, sendo necessario um estudo da solugdo de
captura, como por exemplo utilizar solucdo de HCl para a captura de Hg e ap6s complexar com

a solucdo KI 2 mol.L.

4.13. Digestao da Amostra:

Foi realizado um estudo para avaliar a melhor forma da digestdo das amostras
de peixes do Grupo de Analise e Pesquisa em Espectrometria (GAPE) para fazer a analise de
Hg. Para isso foi necessario preparar diferentes amostras para que fosse escolhida a melhor
forma de digestdo. Para avaliar a digestdo foi realizado andlise de metais mais simples por
FAAS, ja que a anélise de Hg por CV AAS ¢ mais complexa. As condi¢des escolhidas para
cada preparo estdo dispostas em ordem cronoldgica neste topico.

Para o preparo de amostras foi pesado aproximadamente 0,05 g do material e adicionado
em trés tubos de ensaio. No tubo de ensaio 1 foram adicionados 1,0 mL de HNO3 ¢ 1,0 mL de
H»0,. No tubo de ensaio 2 foram adicionados 1,0 mL de HNO3 e 1,0 mL de HCI. No tubo de
ensaio 3 foram adicionados 2,0 mL de HNOs. Estes procedimentos foram realizados em
duplicata. Todos os 6 tubos ficaram por 30 min em banho de ultrassom e ap6s este tempo cada
amostra foi filtrada por gravidade em papel de filtro e lavados até completar 15,0 mL de dgua

destilada em tubos de centrifugagdo. As amostras foram entdo analisadas e comparadas.
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Tabela 8: Dados do primeiro preparo de amostras com variagdo de volume dos oxidantes

Amostra  Massa Tempo HNO;3 H>0O» HCl  Volume (mL)
(2 (min) (mL) (mL) (mL)
1 0,0568 30 1,0 1,0 - 15
2 0,0584 30 1,0 - 1 15
3 0,0598 30 2,0 - - 15
4 0,0579 30 1,0 1 15
5 0,0512 30 1,0 1,0 - 15
6 0,0055 30 2,0 - - 15

Fonte: o autor

A amostras com acido nitrico e peroxido apresentaram melhores resultados. Foi
realizado, entdo, um novo preparo de amostra para comparagao foi pesado aproximadamente
0,0500 g do material e adicionado em trés tubos de ensaio. Em um tubo de ensaio foram
adicionados 1,0 mL de HNOs e 1,0 mL de H>O>. Em outro tubo de ensaio foram adicionados
2,0 mL de HNOs. O procedimento foi em quadruplicata. Todos os 12 tubos ficaram por 30
minutos em banho de ultrassom e apds este tempo cada amostra foi filtrada por gravidade em
papel de filtro e lavados até completar 10,0 mL de dgua destilada em tubos de centrifugagao e

analisadas.
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Tabela 9: Dados do segundo preparo de amostras com variagdo de volume dos oxidantes

Amostra Massa Tempo HNO;3 H>0O» HCl Volume
(2 (min) (mL) (mL) (mL) (mL)
1 0,0585 30 1,0 1,0 - 10
2 0,0584 30 - 1,0 1,0 10
3 0,0580 30 2,0 - - 10
4 0,0582 30 1,0 1,0 - 10
5 0,0533 30 1,0 1,0 - 10
6 0,0572 30 - 1,0 1,0 10
7 0,0508 30 2,0 - - 10
8 0,0545 30 - 1,0 1,0 10
9 0,0545 30 2,0 - - 10
10 0,0552 30 - 1,0 1,0 10
11 0,0516 30 1,0 1,0 10
12 0,0568 30 2,0 - - 10

Fonte: o autor
Apos esse procedimento preparou-se as amostras com a massa de 0,0500 g e de 0,1000
g do material em tempos de 15 e 30 minutos no ultrassom, para ver a influéncia da massa e do
tempo em banho. Foi utilizado apenas o 4cido nitrico por ter obtido melhores resultados em
comparagdo com as outras condi¢des na digestdo da amostra, mantendo seu volume de 2 mL.
Manteve-se o restante do procedimento. Foram realizados 04 tipos amostra sendo cada uma

delas em quadruplicata.
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Tabela 10: Dados do terceiro preparo de amostras com variagdo do tempo de banho

ultrassOnico e da massa do analito

Amostra Massa (g) Tempo (min) HNOs3 (mL) Volume (mL)
1 0,0532 30 2 10
2 0,1016 30 2 10
3 0,0512 15 2 10
4 0,1055 15 2 10
5 0,0515 30 2 10
6 0,1044 30 2 10
7 0,0555 15 2 10
8 0,1020 15 2 10
9 0,0587 30 2 10
10 0,1031 30 2 10
11 0,0528 15 2 10
12 0,1041 15 2 10
13 0,0522 30 2 10
14 0,1003 30 2 10
15 0,0524 15 2 10
16 0,1013 15 2 10

Fonte: o autor

Apods a leitura das amostras do ultimo preparo, algumas amostras apresentaram
resultados piores que os outros. A partir de suas condi¢des, 100 mg, 15 min, 2 mL de HNO3 e
volume de 10 mL, foram preparadas novas amostras tomando cuidado para que a massa de
atum estivesse devidamente macerada e que os tubos de ensaio estivessem no centro do

ultrassom, para melhor digestdo. O procedimento de preparo seguiu sendo 0 mesmo.
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Tabela 11: Dados quarto preparo de amostra com os parametros otimizados

Amostra Massa (g) Tempo (min) HNOs3 (mL) Volume (mL)
1 0,1008 15 2 10
2 0,1106 15 2 10
3 0,1009 15 2 10
4 0,1100 15 2 10
5 0,1018 15 2 10
6 0,1041 15 2 10
7 0,1028 15 2 10
8 0,1028 15 2 10
9 0,1043 15 2 10

Fonte: o autor

Ap6s os preparos de amostra foram realizados a leitura das amostras para os seguintes
metais: ferro, zinco, cadmio, cobre, cromo e chumbo. Obtendo as seguintes curvas de
calibragio:

Figura 27: Curva de calibracdo para determinacdo do ferro na amostra
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Fonte: o autor



Figura 28: Curva de calibragdo para determinacdo do cobre na amostra

0,8 4

0,6 -

Abs

0,4

0,24

0,0 4

][Abs = 0,651.Cenc + 0,0197

R2=0,999

//

.

e L T T '
00 02 04 06 08 10 12 14 16
Cobre (mg L™")

Fonte: o autor

Figura 29: Curva de calibracio para determina¢ao do cromo na amostra
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Figura 30: Curva de calibragdo para determinacdo do zinco na amostra
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Fonte: o autor

Figura 31: Curva de calibragdo para determinacdo do chumbo na amostra

08_' Abs = 0,281.Conc + 0,267
’ R?=0,946 -

0,7 /

0,6

Zo5s
< ]
0,4 /
0,3 ’

0,2 H

2 3 4 5 6 7 B 9 10 11
Chumbo (mgL™)

Fonte: o autor

A solubilizagdo com apenas o HNO; se mostrou mais favoravel, visto que nesta
condicdo se obtinham os maiores valores de absorbancia para cobre, cadmio e cromo. Os outros
metais ou apresentaram valores negativos ou valores de absorbancia menores que o limite de
deteccao do equipamento. Portanto, tendo a escolha do acido para melhor analise foi feito o

preparo de amostra obtendo as seguintes curvas de calibragdes:



Figura 32: Curva de calibragdo para determinacdo do cobre na amostra
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Figura 33: Curva de calibragdo para determinagdo do crémio na amostra
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Figura 34: Curva de calibragdo para determinagdo do cddmio na amostra
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Fonte: o autor

O unico metal que apresentou um valor de absorbancia acima do limite detec¢ao foi o
cobre. Além disso, o tempo de 15 minutos utilizando a massa de 0,10 gramas se mostrou mais
favoravel, visto que nesta condi¢do se obtinham os maiores valores de absorbancia, pois ao
deixar as amostras mais proximas da regido de maior intensidade no digestor ultrassonico, estas
se diferenciavam das demais em valores de absorbancia.

Com os parametros otimizados como a massa da amostra, o acido utilizado para a
digestdo e o tempo, foi realizado um outro preparo de amostra para a analise do cobre devido
ser o metal que apresentou bons valores de absorbancia e para o ferro, um metal que até entao

nao havia sido explorado nas anélises. Com isso, foi lida a amostra para o ferro e o cobre:
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Tabela 12: Valores de absorbancias e concentragdes para a constru¢ao da curva de calibracao

do cobre.
Concentragao (mg.L™) Absorbancia lida Absorbancia real
0,03 0,091 0,0061
0,04 0,0140 0,0110
0,05 0,0232 0,0202
0,10 0,0631 0,0601
0,50 0,2532 0,2502
1,00 0,5175 0,5145

Fonte: o autor

A absorbancia lida refere-se ao valor que o equipamento espectrometro de chamas
mediu na analise ¢ a absorbancia real refere-se ao valor medido descontando a absorbancia da
agua igual a 0,0030.

Figura 35: Curva de calibracdo para determinacao do cobre na amostra
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Fonte: o autor
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Foi obtido a equagdo de reta igual a y = -0,0049+ 0,51832x com um valor de R? igual a
0,999.

Tabela 13: Valores de absorbancias e concentracdes para a construc¢ao da curva de

calibragao do ferro.

Concentragdo (mg.L™) Absorbancia lida Absorbancia real
0,025 0,0021 -0,0077
0,25 0,0195 0,0097
0,5 0,0427 0,0329
1,0 0,0702 0,0604
1,5 0,1093 0,0995
2,0 0,1330 0,1232

Fonte: o autor

A absorbancia lida refere-se ao valor medido pelo equipamento usado para a analise e a

absorbancia real refere-se ao valor medido descontando a absorbancia da dgua igual a 0,0098.
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Figura 36: Curva de calibragdo para determinacdo do ferro na amostra
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Fonte: o autor

Foi obtido a equacio de reta igual a y = -0,0057 + 0,0667x com um valor de R? igual a
0,997.

Para o cobre, foi lida a amostra pelo espectrometro de chama o qual foi obtido os valores
de absorbancia lida como mostra na tabela 15, a seguir. Porém, devido a amostra ter sido
digerida em 4cido nitrico, foi medido o branco ou mistura do &cido nitrico usado para a digestao
mais a agua destilada utilizada para completar a solugao para 10 mL e descontado no valor lido

obtendo a absorbancia real. A absorbancia do branco deu igual a 0,0043.
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Tabela 14: Valores de absorbancias lida pelo equipamento, absorbancia ao descontar o

branco e a concentragao obtida.

Amostra Absorbancia lida Absorbancia real Concentragao (mg.L™)

1 0,0093 0,0050 0,0191
2 0,0056 0,0013 0,0120
3 0,0063 0,0020 0,0133
4 0,0116 0,0073 0,0235
5 0,0055 0,0012 0,0118
6 0,0034 - -

7 0,0105 0,0062 0,0214
8 0,0135 0,0060 0,0210
9 0,0103 0,0092 0,0272

Fonte: o autor

O célculo da concentragdo na tabela foi realizado usando a equagdo da reta obtida pela

curva de calibragdo para o cobre e o valor de absorbancia real (y) para achar a concentragdo

correspondida (x). Depois de determinar a concentragao, foi calculado a quantidade de massa

da amostra em 10 mL (o volume final ap6s a digestao da amostra mais a dgua adicionada para

a dilui¢do) e determinado o teor da massa encontrada sobre a massa pesada.
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Tabela 15: Valores da quantidade do metal na amostra analisada em relacao

massa/massa
(%).
Amostra Concentragao Teor de cobre na
(mg.L™) amostra (10 %)
1 0,0191 1,89
2 0,0120 1,08
3 0,0133 1,32
4 0,0235 2,14
5 0,0118 1,16
6 - -
7 0,0214 2,08
8 0,0210 2,04
9 0,0272 2,61

Fonte: o autor

Para o ferro, foi lida a amostra pelo espectrometro de chama o qual foi obtido os valores
de absorbancia lida. Contudo, devido a amostra ter sido digerida em acido nitrico, foi medido
o branco ou mistura do 4cido nitrico usado para a digestdo mais a dgua destilada utilizada para
completar a solugdo para 10 mL e descontado no valor lido obtendo a absorbancia real. A

absorbancia do branco deu igual a 0,0033.
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Tabela 16: Valores de absorbancias lida pelo equipamento, absorbancia ao descontar o

branco e a concentragao obtida.

Amostra Absorbancia lida Absorbancia real Concentragao (mg.L™)

1 0,0345 0,0312 0,5524
2 0,0329 0,0296 0,5284
3 0,0273 0,024 0,4446
4 0,0376 0,0343 0,5989
5 0,0212 0,0179 0,3531
6 0,0307 0,0274 0,4954
7 0,0324 0,0291 0,5209
8 0,0447 0,0414 0,7053
9 - - -

Fonte: o autor

O célculo da concentragdo na tabela foi realizado usando a equacao da reta obtida pela
curva de calibracdo para o ferro e o valor de absorbancia real (y) para achar a concentragdo
correspondida (x). Depois de determinar a concentragdo, foi calculado a quantidade de massa
da amostra em 10 mL e determinado o teor da massa encontrada sobre a massa pesada

apresentada na tabela 18.
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Tabela 17: Valores da quantidade do metal na amostra analisada em relacao

massa/massa (%).

Amostra Concentragdo (mg.L™) Teor de ferro na amostra (102 %)

1 0,5524 5,48
2 0,5284 4,77
3 0,446 4,41
4 0,5989 5,44
5 0,3531 3,47
6 0,4954 4,76
7 0,5209 5,07
8 0,7053 6,86
9 - -

Fonte: o autor

Assim foi possivel inferir que para o preparo de amostra do tecido de peixe € necessario
utilizar o 4cido nitrico, o tempo de 15 minutos em banho ultrassonico e a massa de 0,10 gramas

para se obter a melhor disponibilidade dos elementos de interesse para anélise.
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5. CONCLUSAO

Com os resultados até agora obtidos ¢ possivel concluir que o procedimento para
determinagdo de Hg, utilizando a complexagdo com KI e a leitura realizada no UV-vis, tem
grande potencial para ser um método alternativo de andlise. Esse método seria mais barato e

simples de ser implementado.

Com a curva bem definida agora sdo apenas necessarios testes com amostras reais digeridas
com a metodologia que desenvolvemos para se obter uma certeza da eficiéncia do método. A
maior parte dos parametros ja foram otimizados e o preparo de amostra apresenta resultados
satisfatorio na captacdo do mercurio. O desafio principal ¢ a montagem de uma aparelhagem
que torne a reacdo e complexagdo de mercurio viavel apos sua redugdo com borohidreto de

sodio.



70

6. ETAPAS FUTURAS

O maior desafio para completar os processos € a captagdo do mercurio para complexagao
com KI. Utilizando uma nova aparelhagem com melhor vedacdo, como em garrafas PET, e
utilizando 4cido cloridrico para capturar o vapor de Hg para posterior complexagdo com KI

conseguiriamos analisar o complexo no UV.

Conseguindo realizar o procedimento completo com o maximo de exatiddo e precisdo
possiveis, € necessario realizar a comparagao com outros métodos ja estabelecidos na literatura
como a Espectrometria de absorcao atdmica com forno de grafite e/ou geracao de vapor frio de

mercurio.

Com os resultados deste projeto o proximo projeto a ser realizado sera o
desenvolvimento de um fotdmetro controlado por smartphone para determinagao do mercurio
em amostras de peixe. Com a construcdo deste dispositivo sera possivel obter-se um
equipamento portatil, de baixo custo e com possibilidade de ser controlado remotamente a
distancia, conectando-se a uma rede Wi-Fi, ou via bluetooth. Em ambos os casos sera possivel
controlar o equipamento através de um smartphone, conferindo maior portabilidade e facilidade

de controle do dispositivo.

Completando todas essas etapas teriamos construido um equipamento e metodologia
que facilitaria a analise e quantificagdo de mercurio ndo s6 em amostras bioldgicas, mas com
potencial de ser utilizado em outros meios. Facilitando assim a rapida identificagdo de poluigdes

desse metal toxico e a rapida resposta para conter os danos do contaminante no meio ambiente.
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